








（平成10 年2 月3 日受付）
Studies on prol 俳ration and diferentition of gastric epithelial cells using prim αry 
culture systems 
Kazuhito Rokutan 









が，我々は，モルモットの未分化な pre-pit cels を増殖停
止した状態で短期間維持できる無血清培養系を確立した。
最近， SV40 large T 抗原を導入したトランスジェニ ッ
クマウスの胃底腺から細胞株（GSMOcels ）が樹立され，さ










ものがある。胃粘膜上皮細胞のpr imary culture は1983 年







胃底腺粘膜には，表層に存在する pit cels と，頚部に


















細胞はヘリコパクター・ビロリ の感染に伴い， IL-8 な
どの炎症性サイ トカ イン，ICAM -1 などの接着分子や














(pit cell, surface epithelial cell ），頚部粘液細胞（mucos neck 
cell ），主細胞（zymogenic cell ），壁細胞（parietal cell) , 




極めて高い細胞である (10 ）。さらに Karam とLeblond
は，頼粒を持たない細胞をゴルジの形態から分類して，
pre-pit cell precursor, pre-parietal precurso, pre-nck 
cell precusor の三種類の前駆細胞を分類した(10 ）。 pre-pit
cell precusor は上方へ（管腔側）と移動するにしたがい
pre-pit cell, pit cell, surface epithelial cell ( top pit cell) 











parietal cell へと分化していく (13 ）。 pre-nck cell precurso 
も下方へと移動しながら， pre-nck cell, neck cell へと





化していく ＜12i o pre-pit cell precusor とpre-nck cell 
precusor のごく一部（ 1 ～ 2% 程度）は pre-parietal cell 
にも分化することも確認された(1 3）。
胃粘膜上皮細胞の初代培養系の確立
初代培養に用いる細胞は，モルモット （2, 15 , 16 ），ウサ








pit cell surface epithelial cell 
neck cell pre-zymognic cell zymogenic cell 
図 1. 胃底腺上皮細胞の細胞動態（文献10 より改変）。
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牛胎児血清（FC S）を 10% 含む培地であれば， DMEM,
Ham's F・12, RPMI 1640 などの培地で培養可能である。
培養開始後数時間で接着し始め 2 -3 日でコンフルエ
ントになる。この際，細胞密度は重要で、35mm 培養デ
ィッシュの場合， 1 xl0 6個程度の細胞で、培養開始するの
が適当である。既にモルモットの培養胃粘膜細胞につい
ては詳細に報告したが（15 ），図 2 に10%FCS を含む RPMI
1640 で培養したモルモ ット胃底腺粘膜細胞を示した。大
部分の細胞は（90%), galctose oxidase Schif ( GOS ) 
反応陽性の分泌頼粒をもっ pit cels である （図 2 A ）。約
5 % が NA +/K +-A TPase をもっ壁細胞 （図 2 C）で，
残りは， 1 % の pardo xical conavlin A 染色陽
性頼粒を持つ頚部粘液分泌細胞（mucous neck cels ）と







代培養系はpit ce lls の培養系で、ある O 培養細胞のdoubling
time は約24 時間である。培養開始後 2 日目で増殖能が







め高濃度の FCS が必要である。しかしながら， FCS 存
在下で培養した細胞は急速に増殖して 2 -3 日で成熟 pit
cels から被蓋上皮細胞に分化してしまうため， FCS を
含む培地で培養した細胞は増殖と分化の研究には適さな
い。FCS 存在下で培養した細胞から血清を除いた血清
枯渇細胞や， FCS 濃度を0.1% に低下させ，血清の作用
を最小限にした培養細胞を使って増殖因子の研究がなさ
れている o epidrmal growth factor (EGF ), transforming 
growth factor α（TGF －α） , insulin insulin-like growth 
factor 1 (IGF- 1 ) , hepatocye growth factor (H GF ）な
どの増殖因子は pit cels の増殖を刺激する (1 6, 17 , 19, 20）。こ
れらの増殖因子の役割についても研究がなされ，潰蕩の
修復時には， EGF 産生粘液細胞が増殖してくることが











A. GOS staing B. PCS staing C. H + / K +-ATPase 
図 2 . モルモ ット胃底腺より分離 ・培養した胃粘膜細胞。10 %FC S を含む RPMI 1640 培地で 3 日間培養した細胞を GOS 染色（A ), PCS 










いる。培地は， DMEM とHam's F-12 を1 : 1 で混合し
た基本培地に， 0.2% 牛血清アルブミン， 10 μg/ml トラ









か散在する細胞がほとんどで， pre-pit cels の段階にある
（図 3 A ）。一部には全く分泌頼粒を持っていない細胞も




一部（ 5 %程度 ）は pit cell の段階の細胞を含むものの，
ほとんどが未分化な pre-pit cels が選択的に接着し，し
かも，接着した後，増殖停止した状態で短期間維持でき
る培養系である。
pit cell lineage の分化・増殖の解析




して EGF 添加後 2 日目には GOS 陽性頼粒を持った pit
cells あるいは surface epithelial cels に成熟する。pit cell 
lineage の成熟過程は分泌頼粒の出現により特徴づける
ことが出来る o pre-pit cels は，小型の分泌頼粒が細胞質
に散在するのみであるが （図 3 A ), pit cels の段階にな
り分泌頼粒がapical に集合してくる。in vio ではlow pit, 
mid pit, hig pit へと移動するに従い，ゴルジ，ミトコ
ンドリア，小胞体が発達してきて，粘液頼粒の集合は
209 
hig pit cels で最高に達する。粘液頼粒は ectoplasm と
呼ばれる細胞内小器官のない apical 部分に集合する。
この pit cels の成熟過程を培養細胞でも経時的に観察す










いく 。図 3B に，無血清培地で培養した pre-pit cels に
A. untreatd cels (x 6 , 0) 
B. EGF-tread cels (x10, 0) 
図 3. 無血清培地で培養したモルモ ットの胃粘膜上皮細胞。モル
モットの胃底腺よ り分離した細胞を コラーゲンタイ プ l
をコートした培養プレートに本文で述べた無血清培地で培
養した細胞を電子顕微鏡で観察した。（A ）無処理の細胞。
(B) 20nM EGF で 2 日間処理した細胞。pit cells に特徴的
な粘液頼粒の出現を認める。
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EGF 添加を添加すると，粘液頼粒を多くもつ pit cells に




培養した胃粘膜細胞でも pit cells の成熟過程をほぼ再現
できる。
未分化な pre-pit cells から pit cells への成熟にともな
い，いくつかの蛋白質の発現が変化することが報告され
ている。 c-met ，フュリンなどは未分化な pre-pit cells に
強く発現しているが，分化した細胞では発現していない。






EGF は，無血清培地で pre-pit cells の増殖を刺激する
が，この増殖は TGF ・0により完全に阻害される（図 4 ）。
さらに， TGF ・9は EGF による pre-pit cells の成熟も完全





























9は pre-pit cells の形態変化をおこさず，また，頚部粘液
細胞などへの phenoty の変化も誘導しない。これら
の結果から，無血清培養系で維持されている pre-pit cells 
は， l ～ 2 回分裂した後，自発的に pit cells に成熟する
ように既にプログラムされていると思われる。 TGF－~
は，この分裂を阻害することで pit cells への成熟も阻害
していると考えられる。正常胃粘膜では，間質の線維芽
細胞にわずかな proTGF－~が発現しているのみで上皮細
胞には TGF－~は発現していない。 TGF・9 ノックアウト
マウスのヘテロ型では，ヒトの cystica profunda に類似
した肥厚病変が徐々に進行することが報告されている
が（30 ），正常時にTGF －戸が積極的にpit cells の増殖を制御




























圃圃 20 nM EGF 
1221 1 nM TGF －β1 
~ 20nMEGF+1 nMTGF-81 
0 ・24 24 ・48 48 ・72
Time (h) 
図 4. 胃粘膜細胞に対する EGF と TGF－~の作用。無血清培地で維持したモルモット胃粘膜細胞に
20nMEGF と種々の濃度の TGF ・9を投与し、細胞数の変化（A ）と3H チミジンの取り込み（B)
を測定した。 A: （口）無処理の細胞；（・）, 20 nM EGF+O. 01 nM TGF-~ ; （・）， 20nM EGF+ 
0.1 nMTGF ・日； （企） , 20 nM EGF + 1 nM TGF ・戸 ; ( 0), 1 nM TGF ・9
培養胃粘膜上皮細胞
が求められた。 SV40 large T 抗原は癌抑制遺伝子 p53 や
網膜芽腫抑制遺伝子産物 Rb と結合し， T 抗原が発現し
ている細胞は不死化されるはずであるが，高度に分化し
た初代培養細胞に SV40 large T 抗原を導入し不死化さ
せることは困難である。このため， SV40large T 抗原を
導入したトランスジェニックマウスを作製し，その組織
から細胞を単離して細胞株を確立することが試みられ，
膝P細胞由来の細胞株 min 6 などが確立されている。同
じトランスジェニックマウスの胃から単離され細胞株と
して樹立された GSMO 細胞がある（34 ）。 GSMO 細胞は
pre-pit cells から未熟な pit cells の分化段階を反映する









これらの因子が pit cells の増殖と分化に深く関わってい
ることが示された。また， H+ /K+-ATPase のβサブユニ ッ
ト遺伝子のプロモーター領域に SV40 large T 抗原を導
入し，これを組み込んだトランスジェニックマウスでは，
pre-parietal cells の増殖が誘導されるが， parietal cels へ
の分化が阻止される。同時に， neck cells から zymogenic
cells への分化も阻止され， pit cells が増加することが示
された（37 ）。 さらに， H+ /K+-ATPase のβサブユニットと
ジフテリアトキシンの組み換え遺伝子を導入したトラン
スジェニックマウスでは， paretal cels が消失するが，こ
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SUMMARY 
Gastric fundic glands have a complex organization of several types of epithelial cells, 
including pit cells. parietal cells, neck cells, chief cells, and a variety of enteroendocrine cells. 
Thes functionaly active cells come from multipotent stem cells that are found in the 
isthmus, and filiation and kinetics of thes cells have ben intensively studied in 
exprimental animals. Transgeic mice have ben introduced to study the mechanis of 
cell lineage-specifi and di 旺erntiation-depnent paterns of gen expresion in the gastric 
units. 
Primay cultures of gastric epithelial cells from rat, dog, rabit, and guinea pig have 
ben used to study interactions betwn distinct growth factors and gastric epithelial cells, 
and several growth factors, including epidermal growth factor (EGF). transforming growth 
factor －α，hepatocyte growth factor, insulin, and insulin-like growth factor 1, have ben shown 
to stimulate proliferation of gastric epithelial cells. Thes primay cultures usualy requires 
the presnce of a high concentration of fetal calf serum, and cultured cells rapidly formed a 
monlayer within 2-3 days. A majority of the cells (90%) was identified as pit cells. We 
devloped a complet serum-fre culture of guinea pig gastric epithelial cells. The cells 
maintained in our culture conditions did not exhibit mitotic activity, and a great majority of 
the cells was in a pre-pit cell stage. EGF stimulated cell growth and then maturation into pit 
cells, sugesting that this culture sytem may be a excelent model to study the proceses of 
maturation of a pit cell lineage. 
Recently, gastric surface mucos cell lines (GSMO cells) from transgenic mice harboing 
temperature-sensitve siman virus 40 large T-antigen gen wer established. A normal 
gastric epithelial cell line from rat gastric mucosa (RGM 1 cells) was also established. Thes 
cell lines may be useful for studying the proliferation and di 旺erentiation of a pit cell lineage. 
Key words : primay cultures, gastric epithelial cells. proliferation and di 妊erentiation, pit cell 
lineage 
